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The present invention relates to processes for purifying annexines. The overall process includes the steps 
of preparing a homogenized cell preparation and adjusting the pH to about 8.0 to 10.0, adding at least 
one bivalent cation, adding a phospholipid, washing the insoluble cell residue to remove the soluble 
constituents, and extracting the annexines from the cell residue with a chelating agent. This process 
initially promotes the adsorption of the annexines onto the insoluble cell residue or membrane of the host 
organism. The adsorption step makes it possible to eliminate unwanted soluble matter from the 
homogenized material by simple washing. Desorption is accomplished by using a chelating agent. 
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VERFAHREN ZUR REINIQUNQ VON ANNEXINEN 



In den meisten Saugetieren existieren Proteine, die blutgerinnungshemmende Eigenschaften aufweisen. 
Diese Proteine konnen in drei Gaippen eingeteilt werden, wobel die Einteilung auf den unterschiedlichen 
Wirkmechanismen beruht. 

1. Proteine, die mit dem Gerinnungsfaktor einen Komplex bilden und dadurch den Gerinnungsfaktor 
6 unwirksam machen. Dazu gehoren die Proteine: 

a) Antithrombin-lll (Thromb.Res. 5 , 439-452 (1974)) 

b) ai -Protease Inhibitor (Ann. Rev. Biochem. 52 , 655-709 (1983)) 

c) a 2 -Makrogiobulin (Ann. Rev. Biochem.. 52 7 655-709 (1983)) 

d) Ci -Inhibitor (Biochemistry 20 , 2738-2743 (1981)) 

w e) Protease Nexin (J. Biol. Chem. 258 . 10439-10444, (1983)). 

2. Proteine, die einen Gerinnungsfaktor proteolytisch zerschneiden und dadurch den Gerinnungsfaktor 
desaktivieren. Als einziges Protein dieser Art ist bisher Protein C beschrieben (J. Biol. Chem. 251 , 355- 
363, (1976)). 

3. Proteine, die die negativ geladenen Phospholipide abschirmen und/oder hydrolisieren, so da/J die 
75 Phospholipid-abhangigen Reaktionen des Blutgerinnungsmechanismus gehemmt werden. Bisher sind 

nur Phospholipasen, die aus verschiedenen Schlangengiftsorten isoliert wurden, beschrieben worden 
(Eur. J. Biochem. 112 , 25-32 (1980)). 

Das stufenweise ablaufende Gerinnungssystem ist in den letzten Jahren Intensiv untersucht worden. Es 
wird als ein sich verstarkendes Mehrstufensystem verschiedener miteinander verbundener, proteolytischer 

20 Reaktionen verstanden, bei dem ein enzym ein Zymogen in die aktive Form umsetzt (vgl. Jackson CM., 
Nemerson Y., Ann. Rev. Biochem. 49 , 765-811, (1980)). Die Geschwindigkeit dieser Reaktion wird in 
entscheidender Weise durch die Anwesenheit von Phospholipiden und anderer Kofaktoren wie Faktor V a 
und Faktor Vlll a vergr6/tert. In vivo werden die Prokoagulationsreaktionen durch verschiedene Inhibitations- 
mechanismen geregelt, die einem explosiv thrombotischen Trauma nach einer geringen Aktivierung der 

25 Gerinnungskaskade vorbeugen. 

Die Antigerinnungsmechanismen konnen wie folgt eingeteilt werden (Rosenberg, R.D., Rosenberg, J.S., 
J. Clin. Invest. 74 , 1-6 (1984)): 

1 . Der Serin-Protease-Faktor X a und Thrombin werden infolge ihrer Bindung an Antithrombin HI bzw. an 
den Antithrombin/Heparin-Komplex inaktiviert. Sowohl die Prothrombin-Aktivierung als auch die Bildung 

30 von Fibrin kann auf diese Weise gehemmt werden. Neben Anti-thrombin Hi gibt es noch verschiedene 
andere Plasma-Protease-lnhibitoren wie beispielsweise a2-Makroglobulin und Antitrypsin, deren Wirkung 
zeitabhangig ist. 

2. Die Entdeckung des Protein C's fuhrte zur Aufdeckung eines weiteren Antigerinnungsmechanismus. 
Ist das Protein C einmal aktiviert worden, wirkt es durch die selektive Proteolyse der Proteinkofaktoren 

35 Faktor V a und Vlll a , durch die die Prothrombinase und das Enzym, das den Faktor X umsetzt, inaktiviert 
werden, als Antikoagulanz. 

3. Plasmin spaltet monomeres Fibrin 1, ein Produkt der Einwirkung von Thrombin auf Fibrinogen, 
wodurch der Bildung eines unloslichen Fibrins vorgebeugt wird (Nosssel, H.L, Nature, 291 , 165-167 
(1981)). — 

40 Von den oben genannten, in den Gerinnungsprozefl eingreifenden korpereigenen Proteinen ist z.Zt. nur 
das Antithrombin III In klinischem Einsatz. Als erhebiicher Nachteil hat sich jedoch die bei der Anwendung 
dieses Proteins auftretende Erhohung der Blutungsneigung herausgestellt. 

Alle bisher als Antikoagulantien eingesetzten Mittel, ob korpereigener Oder synthetischer Natur machen 
in irgendeiner Weise die Gerinnungsfaktoren unwirksam und fOhren dadurch zu Nebenwirkungen, die sich 

45 nachteiiig auf den Gerinnungsproze/J auswirken konnen. 

Uberraschenderweise konnten nun neben diesen Proteinen weitere korpereigene Stoffe isoliert werden, 
die zwar die gewUnschten blutgerinnungshemmenden Eigenschaften unter besonderen Bedingungen zei- 
gen, hierbei aber die Blutungsgefahr nicht erhohen. Bei grofleren Blutungen verlieren diese Proteine ihre 
blutgerinnungshemmenden Eigenschaften und storen dadurch bei deren Verwendung nicht die in soichen 

so Fallen Gberlebensnotwendigen Gerinnungsprozesse. Da sie erstmals isoliert wurden aus stark vaskularisier- 
tem Gewebe, wurden sie "vascular anticoagulating proteins". VAC genannt. 

Die aus stark vaskularisierten Geweben wie Nabeischnurgefa/ten und Placenta isolierten Proteine 
weisen Molekulargewichte von ca. 70x1 0 3 , ca. 60x1 0 3 , ca. 34x1 0 3 und ca. 32x1 0 3 auf, von denen die 
Substanzen mit den Molekulargewichten 34 respektive 32x1 0 3 aus einer einzigen Polypeptidkette bestehen. 
Die genaue biochemische Charakterisierung dieser Proteine, sowie deren Isolierung und Reinigung findet 
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sich in der EP-A-0 181 465. 

Proteine mit VAC AktivititMt stellen natUriiche Blutgerinnungshemmstoffe dar, die bei der Blutgerin- 
nungskaskade an zwei Stellen eingreifen. 

Das erste Mai inhibieren sie bei der durch die Faktoren IXa und Villa katalysierten Aktivierung des 
5 Faktors X zu Xa, das zweite Mai unterbinden sie die SpaKung von Prothrombin zu Thrombin, die durch die 
Faktoren Xa und Va vermittelt wird. Beiden Aktivierungsschritten ist gemeinsam. daiJ sie Calzium-lonen und 
Phospholipide benotigen. Offenbar konnen VAC-Proteine ebenfalis mit Phospholipiden in Wechselwirkung 
treten, und durch diese Bindung die Aktivierungsschritte der Gerinnnungsfaktoren blockieren. 

Wie sich mittlerweile gezeigt hat, gibt es eine ganze Familie. die wie VAC an Phospholipide in Calzium- 
70 abhangiger Weise binden und mit Phospholipldoberflachen abhangigen Prozessen interferieren. 

Zu dieser Familie, die auch Annexine genannt wird, gehoren neben Lipocortin I, Calpactin I, Protein II, 
Lipocortin III, p67-Calelectrin auch IBC, PAP, PAP I, PP4, Endonexin II und Lipocortin V. 

Die gemeinsamen strukturellen Merkmale der Annexine sind wahrscheinlich die Grundlagen fur ihre 
ahnlichen Ca 2 * und Phospholipidbindungseigenschaften. Obwohl diese generelle Eigenschaft fOr alle 
r5 Annexine gilt, besteht eine klare Individualist hinsichtlich ihrer Affinitat zu Ca 2 * und zu den verschiedenen 
Phospholipidarten. 

Die physiologischen Funktionen der Annexine betreffen membranassoziierte Prozesse. Der grundlegen- 
de Mechanismus der gerinnungshemmenden Wirkung des VAC wurde als eine Hemmung der katalytischen 
Kapazitat der Phospholipide durch die Bindung des VAC an ihre OberflMche erkannt, wodurch die Bildung 
20 des gerinnungsfordernden Komplexes an ihrer Oberflache verhindert wird. 

Auch andere Annexine konnen die Blutgerinnung hemmen, doch scheint VAC der effektivste inhibitor 
zu sein. 

Bindungsstudien haben gezeigt, dafl sich VAC Calzium-abhaingig mit prokoagulatorischen Phospholipi- 
den reversibel assoziiert. 

25 Auch andere bivalente Kationen aus der Reihe Cd 2 * Zn 2 \ Mn 2 * und Co 2 * beeinflussen die Assoziation 
positiv, jedoch nicht in dem Mafle wie Ca 2 . 

Ihre Eigenschaften machen die Proteine zu interessanten, pharmakologisch auflerst wertvollen Wirkstof- 
fen. Die gentechnische Methode, mit der es moglich war, VAC-Proteine herzustellen, wurde in der EPA 293 
567 beschrieben, auf deren Lehre hier ausdrucklich Bezug genommen wird. 

30 Aufgabe der vorliegenden Erfindung war, das in der EPA 293 567 beschriebene Verfahren zur 
isolierung und Reinigung von VAC-Proteinen zu verbessern. 

Bei dem aus der EPA 293 567 bekannten Verfahren wurde zur Isolierung und Reinigung der 
exprimierten Proteine die gefrorene Biomasse in einem geeigneten Lyse-Puffer suspendiert. Die Zellen 
wurden anschlie/tend mechanisch, beispielsweise durch eine Manton-Gaulln Presse zerstort. Nach Zugabe 

35 eines FSllungsmittels fUr Nicht-Protein-Bestandteile, wie Polyethylenimin, wurden die festen Bestandteile 
beispielsweise durch Zentrifugation entfernt. Nach Ausfallung der Proteine, vorzugsweise durch Ammo- 
niumsulfatfraktionierung, Auflosung des Prazipitates, Entfemung des FSIIungsmittels und Klarung der 
Losung wurde der so erhaltene Extrakt verschiedenen chromatographischen Reinigungsschritten unterwor- 
fen. Anstelle der Ausfallung der Proteine laflt sich der rohe VAC-Extrakt auch durch eine chromatographi- 

40 sche Vorreinigung soweit reinigen, dafi er anschlie/tend einem Reinigungszyklus unterworfen werden kann. 
Als geeignetes Saulenmaterial fGr die Vorreinigung hat sich beispielsweise Si02 herausgestellt, doch sind 
auch andere Materialien mit Shnlichen Eigenschaften geeignet ErfindungsgemMfi wurde Silica Catalyst, 
Carrier, Grade 953 W der Firma Grace verwendet. 

Ein fGr die Reinigung der erfindungsgemaBen Proteine geeigneter chromatographischer Reinigungszy- 

45 klus bestand beispielsweise aus einer DEAE-Fast-Flow-Sepharose-, einer Sephacryl S-200 High Resolution- 
und einer Q-Sepharose-Fast-Flow-Chromatographie. Die Reinheit der so erhaltlichen erfindungsgemMfien 
Proteine wurde mittels SDS-PAGE, Western Blot, Gelpermeations HPLC, Reverse HPLC und isoelektrischer 
Fokussierung bestimmt. 

Bei der nach diesem Verfahren durchgefuhrten Lyse und Extraktion wurde das weiter zu reinigende 
so Material in einer Ausbeute von ca. 50% erhaiten. 

Durch die Verbesserung dieses Verfahrensschrittes gemafi der vorliegenden Erfindung ist es uberra- 
schenderweise moglich, die Ausbeute nach diesem Schritt auf Qber 80% zu erhohen. 

Erreicht wurde diese Verbesserung Oberraschenderweise durch die Einstellung der homogenisierten 
Lyse-Suspension auf einen pH-Wert zwischen 8,0 und 10 vorzugsweise auf einen pH-Wert von 9,0. 
55 Besonders vorteilhaft wirkt sich die anschlieflende Zugabe von bivalenten Kationen, insbesondere von Ca 
und von Phospholipiden wie Kephalin und Lecithin, insbesondere von Lecithin aus. Durch diese Maflnahme 
werden die in dem Homogenisat befindlichen VAC-Proteine an die Zellmembranen des Wirtsorganismus, 
vorzugsweise Ecoli adsorbiert Dieser in situ Adsorptionsschritt erlaubt Gberraschenderweise die Beseiti- 
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gung storender loslicher Anteile aus dem Homogenisat durch einfaches Waschen. Die Desorption der an 
d8m festen "Trager" gebundenen VAC-Proteine erfolgt mit Hilfe von chelatisierenden Agentien, vorzugswei- 
se mlt EDTA-haJtigem Puffer. 

Bn Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur Reinigung von Annexinen 
5 bereitzustellen, dadurch gekennzeichnet, 

a) 6aB der pH-Wert des Zellaufschlufl-Homogenisates auf 8,0 bis 10,0 eingestellt wird, 

b) da/3 mindestens ein bivalentes Kation aus der Gruppe Ca 2 *, Cd 2 *, Zn 2 *. Mn 2 * und Co 2 * zugegeben 
wird, 

c) da/3 ein Phospholipid zugegeben wird, 

10 d) da/3 losliche Bestandteile durch Waschen des ZellrUckstandes entfemt werden und 

e) da/3 die Proteine mit chelatisierenden Agentien aus dem ZeilrUckstand extrahiert werden. 
Die Zugabe des Phospholipids (Stufe c) kann gleichzeitig Oder stufenweise erfolgen. 
Vorzugsweise kann eine Mischung bivalenter Kationen verwendet werden, beispielsweise Ca 2 * in 
Verbindung mit Zn 2 *, wobei die molaren Verhaltnisse jedes Kations so eingestelit werden, da£ die 
15 Adsorption des Annexins, z.B. VAC, an der ZelloberfiSche maximal ist. 

Oberraschenderweise lie/3 sich bei der Reinigung der Annexine die durch Expression in E. coli 
hergestellt worden waren, der Anteil der E. coli-Proteine (ECP) durch die Zugabe von BPA (Bioprocessing 
Aids, Fa. TOSOHAAS) deutlich reduzieren. Hierzu wurde dem nach der EDTA-Extraktion erhaltenen 
Rohextrakt BPA, beispielsweise BPA-1000, BPA-1050 oder BPA-2100, vorzugsweise BPA-1000 zugesetzt 
20 und gertihrt. Die zuzugebene Menge kann 1 bis 20 Vol %, vorzugsweise 5 bis 10 Vol %, besonders 
bevorzugt 10 Vol % betragen. Der Niederschlag wird abzentrifugiert. Hieran schliei3en sich die Proteinfal- 
lung sowie Chromatographieschritte an. Durch die Zugabe von BPA Hefl sich der Gehalt an ECP schon auf 
dieser Stufe auf bis zu 2 % des Ausgangswertes senken. Der Gehalt an VAC wurde dagegen nur urn 6 % 
vermindert. 

25 Ene weitere Ausbeuteverbesserung konnte Oberraschenderweise erreicht werden, indem die Zelien des 
Fermentationsansatzes vor dem Zellaufschlu/3 inaktiviert wurden. AIs Inaktivierungsmittel konnen einfache 
aromatische Verbindungen verwendet werden, unter anderem Benzol, Toluol, Phenol, Xylol oder Kresol. 
Besonders vorteilhaft ist m-Kresol zu verwenden. 

Durch Vorschaltung dieses Inaktivierungsschrittes He/3 sich in Verbindung mit dem weiter oben be- 
30 schriebenen Verfahrensschritt die Ausbeute bei der Extraktion auf Ober 98 % steigern! 

An den Adsorptions-/Desorptionsschritt schlieflen sich die aus der EPA 293 567 bekannten Reinigungs- 
schritte an. Die hierzu erforderlichen Parameter wie Temperatur, Mengenverhsiltnisse, Reihenfolge der 
einzelnen Schritte, pH-Werte, besondere Reagentien etc. sind dem Fachmann bestens bekannt. Die unten 
angegebenen Beispiele konnen, falls gewUnscht, in geeigneter, dem Fachmann bekannter Weise abgewan- 
35 delt werden. Insbesondere stelien sie keine Einschrankung bezUglich des zu reinigenden Proteins dar. 
Aufgrund der gemeinsamen strukturellen Merkmale sowie der generellen Eigenschaften der Annexine, ist 
das erfindungsgema/Je Verfahren auch anwendbar auf die Reinigung der Gbrigen Annexine, insbesondere 
ist es geeignet bei der Reinigung der Annexine IBC. PAP, PAP I, PP4, Endonexin, Lipocortin V und VAC. 
Im Gbrigen ist das erfindungsgemSfie Verfahren auch anwendbar bei der Isolierung und Reinigung von 
40 Annexinen aus stark vaskularisiertem Gewebe. 

Die Angabe zu den verwendeten Reagenzien sind nur beispielhafte Herkunftsangaben und stellen keine 
BeschrSnkung dar. 



45 Legende zu den Figuren 



Fig. 1: Elutionsprofil zur Chromatographie an Phenyl-Sepharose Fast Flow = VAC-Pool) 
Rg. 2: Elutionsprofil zur Chromatographie an Q-Sepharose Fast Flow (<- — = VAC-Pool) 

so 

Beispiel 1 



1. ZELLAUFSCHLUSS: 

55 

Zugabe von Ca** und Lecithin, Waschen und Extraktion 
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122 g gefrorene, nicht inaktivierte Zellmasse des Klones E.coli HB101/pRH291 aus der Fermentation 
Nr. 524 wurden nach Auftauen mit 500 ml Lysispuffer durch RUhren suspendiert (ca. 1 Stunde, EiskOhlung) 
und anschlie/tend mit dem Ultra-Turrax T 45/6 homogenisiert (ca. 1 Min., EiskOhlung). 

5 

LYSISPUFFER: 

100 mM TRIS 12,14 g/100O ml Merck 8382 
1 mM EDTA 0,37 g/1000 ml Titriplex 111, Merck 8418 
w 200 mM NaC1 1 1 ,69 g/1000 ml Merck 6404 

Der pH-Wert wird mit 32%iger HCI auf 9,0 0,1 eingestellt. 

Die Suspension wird 3-mal bei ca. 6000 psl durch eine Manton-Gaulin Presse Type 15 M 8TA 
homogenisiert. wobei das Auffanggefafl in Eis gekOhlt wird. Der Apparat wird anschlie/tend 2x mit jeweiis 
150-200 ml Lysispuffer nachgewaschen (totales Volumen des Extraktes: 1000 ml). 

75 

2, Zugabe von Ca** und Lecithin zur Adsorption von VAC an den unlosllchen Zellruckstand. 

Zu dem Homogenat werden 0,55 g Calziumchlorid (Merck 2083) frisch gelost - Endkonzentration 5 mM 
20 - und 6,1 ml Lecithin-LQsung (200 mg/ml Chloroform) zugegeben. Endkonzentration 1 g Lecithin/100 g 
Biomasse. 

Das Gemisch wird 1 Min mit dem Ultra-Turrax homogenisiert und 60 Min im Eisbad gertihrt. 



25 LECITHIN: Lecithin aus Sojabohnen, pract.. Serva 57556 

Anschlie/tend werden 110 ml 5% Polyminlosung (hergestellt aus 50% Polymin P, Serva 33141, 
verdunnt auf 5% und neutralisiert auf pH 8 mit 5 N HCI) zugegeben und nochmals 30 Min gertihrt. 
Endkonzentration 0,5%. Abschiieflend wird die Suspension klarzentrifugiert (Beckman High-Speed Zentrifu- 
30 ge J2-21 , Rotor JA 10, 8000 rpm, 30 Min., Einstellung 2* C). 



UBERSTAND 1: 1020 ml (4,25 mg Protein/ml; 0,05 mg VAC/ml). 

35 

a Waschen des ZellrUckstandes zur Entfernung loslicher Anteile 

Der ZellrOckstand wird mit 600 ml Waschpuffer mit Hilfe des Ultra-Turrax suspendiert und anschlie/tend 
30 Min gertihrt. 

40 

WASCHPUFFER: 

100 mM Tris 
45 200 mM NaCI 
5 mM CaCb 

Der pH-Wert wird mit 32%iger HCI auf 9.0 ± 0,1 eingestellt. 

Der ZellrOckstand wird wie vorher durch Zentrifugieren gewonnen. 

50 

UBERSTAND Ih 580 ml (1 ,35 mg Protein/ml; 0,04 mg VAC/ml) 

Die Suspension in 350 ml Waschpuffer, die anschlieflende Homogenisation und das RUhren wird 
abermals wiederholt. Anschlie/tend wird zentrifugiert. 

55 

UBERSTAND III: 340 ml (0,93 mg Protein/ml; 0.02 mg VAC/ml) 
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4. Extraktlon von VAC mit EDTA-haMgem Puffer 

Die Pellets werden mit 900 ml Extraktionspuffer im Ultra-Turrax homogenisiert und anschlieflend Qber 
Nacht im KOhlraum gertlhrt Der Extrakt wird wie beschrleben zentrifugiert und die Ware L6sung = 
5 ROHEXTRAKT gewonnen. 



ROH EXTRAKT: 915 ml (1,98 mg Protein/ml; 0,65 mg VAC/ml) 

10 

EXTRAKTIONSPUFFER: 



20 Mm TRIS 
50 mM EDTA 

is Der pH-Wert wird mit 5 N NaOH auf 7,5 0,1 eingestellt. 





OBERSICHT Gber die WASCHPROZEDUR und EXTRACTION: | 




Oberstand I 


1020 ml 


4335 mg Protein 


49 mg VAC 


20 


Oberstand il 


580 ml 


783 mg Protein 


22 mg VAC 




Oberstand ill 


340 ml 


316 mg Protein 


5 mg VAC 








5434 mg Protein 


75 mg VAC (11%) 




ROHEXTRAKT VAC 


915 ml 


1816 mg Protein 


594 mg VAC 


25 


in 122 g Zellmasse VAC total 


670mg{S9%) 



30 Beispiel 2 



OBERSICHT: 

36 1 . Inaktivierung 

2. Zellaufschlufl 

3. Zugabe von Ca** und Lecithin zur Adsorption von VAC an den unioslichen ZellrGckstand 

4. Waschen des ZellrGckstandes zur Entfernung I6slicher Anteile 

5. Extraktion von VAC mit EDTA-hSltigem Puffer 

40 6. Zugabe von 35% sat Ammonsulfat und Entfernung des Niederschlages 

7. Chromatographie an Phenyl-Sepharose Fast Flow 

8. Dialyse des VAC-Pools und Chromatographie an Q-Sepharose Fast Flow 

9. Konzentrierung des VAC-Pools und Chromatographie an Sephacryl S-200 HR 

45 1. Inaktivierung 

Ds Fermentation sende ist etwa nach 17 Stunden ab Phosphatverbrauch im Medium erreicht Zu diesem 
Zeitpunkt werden 10 mM CaCb zugesetzt und die Temperaturregelung auf eine moglichst rasche AbkGh- 
lung auf 5 - 8 Grad Celsius gestellt. Alle ubrigen geregelten Parameter (wie BelUftung, RGhrung, pH-Wert, 
so Druck usw.) bleiben gleich. Nach ca. 10 Minuten werden 7 ml/1 m-Kresol zugegeben, anschlieflend Druck, 
Beluftung und pH-Regelung abgestellt und die RGhrung auf ein MaB reduziert, das zwar eine gute 
Durchmischung der FermentationsbrGhe mit dem Kresol gewShrleistet, die Schaumbildung aber begrenzt. 
Unter diesen Bedingungen wird mindestens 3, maximal 15 Stunden inaktiviert (Temperatur weiterhin 5 - 8 
Grad Celsius). 

55 

2. Zellaufschlu£ 
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Zugabe von Ca* * und Lecithin, Waschen und Extraktion 

286 g gefrorene, mit m-Kresol inaktivierte Zellmasse des Kiones HB 101/pGN25 warden nach Auftauen 
mit 750 mi Lysispuffer durch RQhren suspendiert (ca. 1 Stunde, ElskUhlung) und anschliefiend mit dem 
5 Ultraturrax T 45/6 homogenisiert (ca. 1 Min., ElskUhlung). 



LYSISPUFFER: 

w lOOmMTRIS 
1 mM EDTA 
200 mM NaCI 

Der pH-Wert wird mit 32%iger HCI auf 9.0 ± 0.1 eingestellt. 

Die Suspension wlrd 3-mal bei ca. 6000 psi durch eine Manton-Gauiin Presse Type 15 M 8TA 
15 homogenisiert, wobei das AuffanggefSfi in Eis gekUhlt wird. Der Apparat wird anschlieflend 2x mit jeweils 
150-200 ml Lysispuffer nachgewaschen. Volumen des Homogenates: 1400 ml 

2. Zugabe von Ca** und Lecithin zur Adsorption von VAC an den unloslichen ZellrUckstand: 

20 

Zu dem Homogenat werden 0,55 g CaCb (Merck 2083)/1000 ml (Endkonzentration 5 mM) zugegeben 
(gelost in ca. 10 ml H 2 0) und 1 g Lecithin/100 g Biomasse. gelost in Chloroform (ca. 0,2 g/mi), zugegeben. 
Das Gemisch wird 1 Min mit dem Ultra-Turrax homogenisiert und 60 min im Eisbad gerOhrt. 

25 

LECITHIN: Lecithin aus Sojabohnen, pract. Serva 57556 

Anschlieflend werden 0,11 Volumen 5% Polyminlosung (hergestellt aus 50% Polymin P, Serva 33141, 
verdUnnt auf 5% und neutralisiert auf pH 8 mit 5 N HCI) zugegeben und nochmals 30 Min gertlhrt 
30 Endkonzentration 0,5%. Anschlieflend wird die Suspension klarzentrifugiert (Beckman High-Speed Zentrifu- 
ge J2-21, Rotor JA 10, 8000 rpm. 30 Min, Einstellung 2* C). 

UBERSTAND I: 1200 ml (5,8 mg Protein/ml; 0,01 mg VAC/ml) 

35 

3. Waschen des ZellrUckstandes zur Entfernung Ibslicher Anteile 

Der ZellrUckstand wird mit ca. 1000 ml Waschpuffer mit Hilfe des Ultra-Turrax suspendiert und 
40 anschlieflend 30 Min gerUhrt. 



WASCHPUFFER: 

45 100 mM Tris 
200 mM NaCI 
5 mM CaCIa 

Der pH-Wert wird mit 32%iger HCI auf 9,0 ± 0.1 eingestellt. 

Der ZellrUckstand wird wie vorher durch Zentrifugieren gewonnen. 

50 

UBERSTAND Ik 1000 ml (1,94 mg Protein/ml; 0,01 mg VAC/ml) 

Die Suspension in 1000 ml Waschpuffer mit anschlieflender Homogenisation und RQhren wird abermals 
55 wiederholt und anschiieflend zentrifugiert. 

UBERSTAND III: 1000 ml (0,79 mg Protein/ml; 0.01 mg VAC/ml) 
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4. Extraktion von VAC mit EDTA-haltigem Puffer 

Die Pellets werden mit 1350 ml Extraktionspuffer im Ultra-Turrax homogenisiert und anschlieflend Ober 
Nacht im KOhlraum gerQhrt. Der Extrakt wird wie beschrieben zentrifugiert und die klare Losung = 
5 ROH EXTRAKT gewonnen. 



ROH EXTRAKT: 1350 ml (3.35 mg Protein/ml; 1,46 mg VAC/ml) 

10 

EXTRAKTIONSPUFFER: 

20 mM TRIS 
50 mM EDTA 

is Der pH-Wert wird mit 5 N NaOH auf 7,5 0,1 eingestellt. 



UBERSICHT Gber die WASCHPROZEDUR und EXTRAKTION: 


Oberstand I 


1.200 ml 


6.960 mg Protein 


12mgVAC 


Oberstand II 


1.000 ml 


1.940 mg Protein 


10 mg VAC 


Oberstand III 


1.000 ml 


790 mg Protein 


10 mg VAC 






9.690 mg Protein 


32 mg VAC (2%) 


Rohextrakt VAC 


1.350 ml 


4.522 mg Protein 


1.971 mg VAC 


in 286 g Zellmasse VAC total 2003 mg (98%) 



30 5.-6. Faitung bei 35% sat Ammonsulfat und Chromatographic an Phenyl-Sepharose Fast Flow 



Fallung Ammonsulfat: 

35 Zu dem Rohextrakt werden 209 g/l testes Ammonsulfat (Merck 1217) langsam unter RUhren zugege- 
ben. Das ergibt einen Sattigungsgrad von 35%. Nach mindestens 1 Stunde Ruhren im KOhlraum wird die 
Losung klarzentrifugiert (Bedingungen wie vomer) und der Niederschlag verworfen. Die Losung wird mit 
einer Geschwindigkeit von 8-10 mf/Min an der FPLC-Apparatur auf die vorbereitete Phenyl-Sepharose FF 
gepumpt. 

40 Der klarzentrifugierte 35% sat. Ammonsulfat-Oberstand wurde in 2 etwa gleichen Teilen weiterverarbei- 
tet, und alio nachfolgenden Reinigungsschritte 2x nacheinander durchgefOhrt. 



Vorbereitung der Saule: 

Eine Pharmacia-Saule des Typs XK 26/40 (Bettvoiumen ca. 200 ml) wird mit Phenyl-Sepharose Fast 
Flow (Pharmacia, Code No. 17-0965) gefUilt und mit Puffer A aqulibriert. Hierzu werden 2-3 CV (Column 
Volume) Puffer benotigt. Die SSule ist an einer FPLC-Apparatur angeschlossen. Die gesamte Chromatogra- 
phie erfoigt bei Raumtemperatur. 

50 

PUFFER A: 
50 mM TRIS 

55 Der Puffer wird mit konz. HCI auf pH 7,2 ± 0,1 eingestellt. 

Es werden sodann 209 g/1000 ml festes Ammonsulfat (Merck 1217) zugegeben. 
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PUFFER B: Wie Puffer A, aber ohne Zugabe von Ammonsulfat. 



Chromatographie: 

5 

Das Eluat wird durch Messung der OD 280 nm kontrolliert. Sobald das PrSparat auf die SSule 
aufgetragen ist, wird mit Puffer A solange nachgewaschen, bis die OD 280 nm auf den ursprQnglichen Wert 
2uK)ckgeht. Es wird dann ein Gradient Puffer A-Puffer B von 0-100% B von 5 SSuIenvolumina (1000 ml) zur 
Eiution des gebundenen VAC benOtzt. VAC ist der erste prominente Peak nach Beginn des Gradienten 
70 (siehe das Bild des Elutionsdiagrammes; Fig. 1). Es werden Aliquots des Durchlaufes, des VAC-Pools und 
eventueii noch weitere Peaks des OD-Profiles durch SDS-PAGE untersucht. Testung des VAC-Pools: 
Proteinbestimmung, VAC-Testung, SDS-PAGE. 

is Regenerieren der Saule: 

Die Phenyl-Sepharose wird mit 2 Volumen 6 M Harnstoff regeneriert. Nach Auswaschen des Harnstof- 
fes (1 CV aqua dest) wird sie in 24% Athanol gelagert. 

Zur Beseitigung bzw. Vermeidung gefarbter Bestandteile am oberen Ende der Saule wird ein erweiter- 
20 tes Wasch-und Regenerier-Verfahren verwendet: 
1 . 1 CV aqua dest 
2. 2 CV 6 M Harnstoff (Merck 8487) 
3. 1 CV aqua dest 
4. 1 CV 0,1 M NaOH 
25 5. Waschen und Lagern 24% Athanol 

6. vor Gebrauch aquil. mit 3 CV Puffer A 



7. Chromatographie an Q-Sepharose Fast Flow 

30 

Urn bei der Dialyse des VAC-Poois gegen den Auftragepuffer der Q-Sepharose nicht allzuviel Puffer zu 
brauchen, wird der Pool zuerst in einer AMICON-Ultrafiltrationszelle und einem YM 10-Filter eingeengt: auf 
ca. 150 ml. Sodann wird gegen Puffer A dialysiert. 

35 

PUFFER A: 

20 mM Bis-TRIS 
Der pH-Wert wird mit 5 N HCI auf 6,3 ± 0,1 eingestellt. 

40 

PUFFER B: 

Puffer A + 0,35 M NaCI 
45 20 mM Bis-TRIS 
350 mM NaCI 

Der pH-Wert wird mit 5 N HCI auf 6,3 0.1 eingestellt. 



so Saulenvorbereitung; 

Eine Saule Typ HR 16/50 Pharmacia (CV 100 ml) wird an das FPLC-System angeschlossen und mit 
der FGIIvorrichtung mit Q-Sepharose Fast-Flow (Pharmacia) gefDIIt. Sie wird mit 2 CV Puffer A Squilibriert. 
Die Chromatographie erfolgt bei Raumtemperatur. 

55 

Chromatographie: 
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Das Auftragen der Probe erfolgt mit 4 ml/Min. Es wird sodann mit Puffer A nachgewaschen, bis die OD 
280 nm des Eluates auf den ursprUnglichen Wert absinkt Das Gradient-Programm ist wie folgt: 
0.5 CV 0 - 30% B 

8,0 CV 30 - 70% B (hier wird die Trennung ausgefGhrt) 
5 ca. 1,0 CV 100% B 



Waschprogramm: 

10 Nachdem bei 100% B kein UV-aktiviertes Material mehr eluiert wird, beginnt das Waschprogramm: 

2 CV aqua dest 

2 CV 0,5 n NaOH 

2 CV aqua dest 

Storage: 24% Athanol 
75 vor dem Gebrauch wird mit 2-3 CV Puffer A gewaschen: Kontrolle pH = 6,3 

Die Verunreinigungen werden in dem Programm vor dem VAC eluiert. Das Elutionsprofil ist beigefOgt 

(Fig. 2). 



20 a Chromatographie an SEPHACRYL S-200 HR 

Der VAC-Pool wird mit einem AMICON-Ultrafiiter YM 10 auf ca. 10 ml eingeengt. Dabel zeigte es sich, 
daJ3 VAC bis zu 100 mg/ml (BioRad) ohne Probleme konzentriert werden kann. 

25 

SSulenvorbereitung: 

Eine K 26//100 Saute von Pharmacia mit ca. 400 ml Bettvolumen wird nach Vorschrift mit Sephacryl S- 
200 High Resolution (Pharmacia) gefUlit und mit Elutionspuffer aquilibriert (2 CV). 

30 

ELUTIONSPUFFER: 

20 mM Na-Phosphat pH = 7,2 
35 150 mM NaCI Oder 

20 mM BemsteinsMure Na2-Saiz (pH = 7,0) 
0.01 % TWEEN 20 

der pH-Wert wird mit 1 N HCL auf 7,0 ± 0,1 eingesteilt. 

40 

Chromatographie: 

Die Chromatographie erfolgt im KOhlraum. Die Fluflgeschwindigkeit betragt 80 ml/Stunde. Der bei OD 
280 nm aufgezeichnete Peak wird gesammelt Das so gereinlgte VAC war >99 % rein (RP-HPLC Analyse). 

45 

Regenerieren der Sephacryl-Saule: 

Waschprogramm: 
so 1 CV aqua dest 

2 CV 0,5 N NaOH ( + Lagerung Ober einige Tage) 

(Bei ISngerer Lagerung empfiehft sich: 1 M NaCI + 0,0025% NaOH) 

Regenerieren: 

1 CV aqua dest 
55 2 CV Elutionspuffer 
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Obersicht Uber die gesamte Reinigung 


Reinigungsstufe 


Volumen 


Protein* 


vAo-aipna 




(ml) 


(mg) 


(mg) 


Oberstand I 


1.200 


6.960 


12 


Oberstand II 


1.000 


1.940 


10 


Oberstand III 


1.000 


790 


10 


Rohextrakt 


1.350 


4.522 


1.971 


Oberstand 35% sat. Am 2 S04 


1.500 


4.500 


2.098 


Phenyl-Seph.FF-Pool 


975 


3.050 


2.041 


Load Q-Seph.FF 


355 


3.062 


2.277 


Q-Seph.FF-Pool 


475 


2.660 


2.082 


Load Seph.S-200 HR 


237 


2.446 (l^r* 


n,b. 


Seph.S-200 HR-Pool 


192 


2.477 (1.883) 


2.126 



x) Biorad Protein-Assay (Standard: Reinderserum Albumin) 
xx) VAC-aipha-Assay: Hemmung der Bildung von Thrombin aus Pro-Thrombin 
(Reutelingsperger. Hornstra und Hemker, EurJ.Biochem. 151 . 625-629; 1985). Als 
Referenz diente ein gereinigtes VAC-alpha Praparat. 

xxx) Proteingehalt bestimmt durch Messung der O.D. 280 nm unter Verwendung des fur 
reines VAC-alpha bestimmten Faktors: O.D. 280 nm x 1,277 = mg/ml VAC-alpha 



25 



Beispiel 3 



30 Reinigung des EDTA-Rohextraktes mlt BPA 

Die in Beispiel 1 und Beispiel 2 beschriebene Reinigung wurde bis zur Extraktion mit EDTA-haltigem 
Puffer durchgefQhrt (Stufe 4). Ausgangsmaterial waren einmai 295 g und einmal 240 g Biomasse: 

Nach Gewinnung des Rohextraktes wurden 10 Vol. % BPA 1000 zugegeben und 10 Min. gerGhrt. Der. 
35 entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert (High-Speed Zentrifuge J2-21 Fa. Beckman, Rotor JA 10, 
8000 rpm, 30 Min. bei 2* C). 

Die weitere Reinigung erfolgte wie beschrieben: Zugabe von festem Ammonsulfat zu 35 % SSttigung 
und weitere Chromatographie an Phenyl-Sepharose Fast Flow (siehe die vorstehende Vorschrift). 



Ergebnisse fUr VAC alpha 


Ausgangsmaterial waren 295 g Biomasse (Charge B005001) 


Stufe: 


Vol. ml 


Protein 


VACalpha 


ECP ppm 






mg/ml 














mg/ml 


(Total) 




Rohextrakt 


700 


4,0 


1,87 


(1309) 


126.000 


Nach BPA 1000 


700 


2,7 


1.77 


(1239) 


11.700 


Phenyl-Sepharose Fast Flow Pool 


215 


3,23 


4,23 


(909) 


not done 


Q-Sepharose Fast Flow Pool 


169 


3,83 


4,70 


(794) 


39 


Sephacryl S-200 HR Pool (Endprodukt) 


59,7 


10,4 


10,9 


(651) 


41 



55 
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Ergebnisse fOr VAC alpha 


Ausgangsmaterial waren 240 g Biomasse (Charge B005001) 


Stufe: 


Vol. ml 


Protein 


VACalpha 


ECP ppm 






mg/ml 














mg/ml 


(Total) 




Rohextrakt 


680 


3,20 


1,58 


(1074) 


776.000 


Nach BPA1000 


680 


2,00 


0,95 


(646) 


19.600 


Phenyl-Sepharose Fast Flow Pool 


205 


3,73 


2,86 


(586) 


2.370 


Q-Sepharose Fast Row Pool 


150 


4,55 


3.40 


(510) 


45 


Sephacryl S-200 HR Pool (Endprodukt) 


56,0 


7,10 


7,40 


(414) 


| 35 



AnsprUche 

20 1 . Verfahren zur Reinigung von Annexlnen, dadurch gekennzelchnet, 

a) da/3 der pH-Wert des Zellaufschfufi-Homogenisates auf 8,0 bis 10,0 eingestellt wird, 

b) da/5 mindestens ein bivalentes Kation aus der Gruppe Ca 2 *, Cd 2 \ Zn 2 \ Mn 2 * und Co 2 * zugegeben 
wird, 

c) da/3 ein Phospholipid zugegeben wird, 

25 d) dafi I5sliche Bestandteile durch Waschen des ZellrOckstandes entfernt werden und 

e) dafi die Proteine mit chelatisierenden Agentien aus dem ZellrOckstand extrahiert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 im Anschlufi an Schritt e) BPA, vorzugsweise 
BPA 1000 zugegeben und der entstandene Niederschlag abgetrennt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi im Anschlufi an Schritt e) die 
30 extrahierten Proteine durch ProteinfSllung und anschliefiender Proteinreinigungsschritte in an sich bekannter 

Weise weiter gereinigt werden. 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 der pH-Wert auf 9,0 
eingestellt wird. 

5. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 als bivalentes Kation Ca 2 * 
35 und/oder Zn 2 * zugegeben wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, da/3 als Phospholipid 
Lecithin zugegeben wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Schritte b) und 
c) praktisch gieichzeitig ausgefuhrt werden. 

40 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, da/3 als chelatisierendes 
Agenz EDTA verwendet wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Zellen vorher 
inaktiviert werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 als inaktivierungsmittel einfache aromatische 
45 Verbindungen, insbesondere Benzol, Toluol, Phenol, Xylol oder Kresol, besonders bevorzugt Kresol verwen- 
det wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 als Inaktivierungsmittel m-Kresol verwendet 
wird. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, dadurch gekennzeichnet, dafi das zu reinigende 
so vaskular antikoagulierende Protein das VAC oder seine Analoga ist. 



55 
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